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® Zytolyse-lnhibitor (ZLI), eine diese Blutplasmaprotein kodierende DNA-Sequenz, sowie ein Plasmid, ein 
Winsorganismus und ein Verfahren zur Gewinnung dieses Proteins 

Die Erfindung betrifft eine neue Blutplasmakomponente 
mit starker Hemmwirkung auf die durch terminale Komple- 
mentproteine wie z. B. durch das von Killerzellen sezernierte 
Perforin oder durch das ac-Toxin von Staphylococcus aureus 
vermittelte Zielzell-Lyse. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft eine neue Blutplasmakomponente mit starker Hemmwirkung auf die durch terrninale 
Komplementproteine wie z. B. durch das von Killerzellen sezernierte Perforin oder durch das a-Toxin von 
5 Staphylococcus aureus vermittelte Zielzell-Lyse. 

Die vorliegende Erfindung wird insbesondere durch die Anspruche 1—25 wiedergegeben. 
Die immunologische Abwehr gegenuber eingedrungenen Viren, Bakterien, virustransforrnierten und Virus- 
befailenen Zellen, maiigne veranderten oder durch Aherung veranderten korpereigenen Zellen,gegen Spermien 
im weiblichen Genitaltrakt und gegen korperfremde Substanzen der Umwelt wird durch zwei sich erganzende 
to Effektrosysteme sichergestellt. 

Das zellulare Effektorsystem besteht aus speziel) ausgereiften Immunzellen, den sogenannten zytotoxischen 
T-Lymphozyten und den natiirlichen Killerzellen. Lyrnphozyten und naturliche ICillerzellen sind in der Lage, mit 
Hilfe eigener Oberflachenrezeptoren korperfremde Strukturen auf anderen korpereigenen Zellen und im inter- 
stitiellen Gewebe zu erkennen und die Ausbreitung und Vermehrung dieser korperfremden Substanzen und 
15 Mikroorganismen wirksam zu verhindern. Aktivicrte zytotoxische Lyrnphozyten und naturliche Killerzellen 
nehmen engen Kontakt mit den als fremd erkannten Zielzellen auf und setzen gezielt membranschadigende 
Molekule frel gegen die sie selbst geschutzt sind Das eigentliche membranschadigende Molekul der Killerzellen 
ist das sogenannte Perforin, das eine hohe Affinitat fur die lipophile Membran der Zielzelle besitzt. Mehrere 
Molekule dringen in die Doppelschichtmembran der Zielzelle ein und bilden sodann einen Zylinder-ahnlichen 
20 wasserdurchlassigen Kanal quer durch die Lipiddoppelmembran der Zielzelle. Durch den hydrophilen Innen- 
raum des transmembranosen Kanals konnen Wassermolekule und Elektrolytsalze sich frei bewegen. Dadurch 
wird das osmotische Gleichgewicht der Zelle gestort und die Zielzelle geht infolge des Einstromens von 
Kochsalz- und Kalzium-haltigem Wasser aus dem extrazeltularen Milieu zugrunde. 

Das humorale System der Immunabwehr besteht aus ciner Vielzahl loslicher Plasmaproteine. die miteinander 
25 interagieren und eine fein abgestufte Kaskade ahnlich der des Gerinnungssystems bilden. Der eigentliche 
terrninale Schritt bei der Komplementaktivierung fiihrt zu einer Membranschadigung der Zielzelle nach dem 
gleichen Prinzip wie bei der durch Perforin verursachten Lyse der Zielzellen. Die Zusammenlegung der termina- 
len Komponenten des Komplementsystems wird durch die Spaltung von Komplementprotein C5 in zwei 
Bruchstucke C5a und C5b eingeleitet Das carboxy-terrninale Hauptfragment C5b lagert sich mit C6. C7 und C8 
30 zu einem makromolekularen Komplex zusammen, dessen Hydrophobizitat mit der Antagerung von C7 und C8 
betrachtlich zunimmt und an die Lipiddoppelmembran binden kann. Der C5b-8 Komplex selbst bildet noch keine 
funktionetle Pore in der Lipid mem bran. Membrangebunden ubernimmt er die Rolle eines Rezeptors, der die 
Anlagerung mehrerer C9 Molekule zu einem durchlassigen Membrankanal steuert. 

Losliche Perforin- Monomere und der stabile, Idsliche C5b-6 Komplex konnen sich vom Ort ihrer Freisetzung 
35 bzw. Generierung entfernen und in die Umgebung diffundieren, so daB benachbarte gesunde Zellen getroffen 
werden k6nnten. Seit langem wurden daher wirksame Regulationsmechanismen vermutet, die eine unkontrol- 
lierte Ausbreitung potentiell lytischer Molekule verhindern. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war daher, naturliche Inhibitoren fur die bekannten immunologischen 
Effektormolekule, d. h. f Or das aus T-Zellen und Killerzellen stammende Perforin und fur die terminalen Komple- 
40 ment-Proteine des menschlichen Plasmas, zu finden und gentechnisch herzustellen. 

Gelost wurde diese Aufgabe dadurch, daB die Aminosauresequenz von Teilen des Glykoproteins ZLI durch 
Sequenzieren der ersten zwanzig aminoterminalen Aminosauren nach dem Edman-Abbauverfahren aufgeklart 
wurde, anhand dieser Sequenzen synthetische DNA-Sonden hergestellt wurden und hiermit eine im Beispiel 
genannte Leber-spezifische C-DNA-Bibliothek durchsucht wurde. Das neue Gen wurde im menschlichen Ge- 
45 nom kloniert. Dieses Gen kodiert fOr ein EiweiOmolekul, das den internationalen Namen "Cytolysis inhibitor" 
(CLI oder ZLI) tragt. Dieses Polypeptid ist ein wesentlicher und charakteristischer Bestandteil einer neuen 
Blutplasmakomponente mit den oben genannten Eigenschaften. 

Nach Isolierung des rekombinanten Plasmids pGEM4 des Klons ZLI-1 nach einer Routinemethode wurde 
dieses mit Hilfe von Restriktionsenzymen analysierL Es wurde die GroBe der DNA-Insertion mit pGEM4 
so ■ Vektor bestimmt. 

Die Erfindung beirifft soinit eine DNA, kodierend fur den spezifischen EiweiBanteil einer neuen Blutplasma- 
komponente und fur ein Reinigungsverfahren fur die naturliche Blutplasmakomponente, die durch das ZLI-Ei- 
weiBmolekul gekennzeichnet ist und die eine Hemmwirkung auf die durch Komplementproteine vermittelte 
Zielzell-Lyse und auf das aus Killerzellen isolierte Perforin ausubt. Die Erfindung betrifft insbesondere die in 
55 Abb. 2 dargestellte Nukleotidbasensequenz vom Klon ZL1-1 und die davon abgeleitete Aminosauresequenz. Die 
Erfindung betrifft auBerdem das in Abb. i dargestellte Plasmid pGEM4/ZLM, Wirtsorganismen. die mit diesem 
Plasmid transformiert sind und den Zytolyse-lnhibitor aus humanem Plasma, der erstmals isoliert wurde. 

Des weiteren umfaQt diese Erfindung den monoklonalen Antikorper ZLI-9 aus der Hybridoma-Unie ZL1-9 
und seine Verwendung zur Isolierung und Reinigung von ZLI aus humanem Plasma und seine Verwendung zum 
60 quantitativen Nachweis der naturlichen Blutplasmakomponente, des von der ZLI cDN A kodierten Polypeptides 
und der mit ZLI assoziierten Reaktionsprodukte in biologischen Flussigkeiten. SchlieBlich betrifft diese Erfin- 
dung auch die pharmazeutische Verwendung von ZLI zu therapeutischen und prophylaktischen Zwecken. 

Bei der Charakterisierung des ldslichen terminalen Komplementkomplexes mit Hilfe monoklonaler Antikor- 
per stellte sich heraus, daB im terminalen Komplementkomplex neben dem bereits bekannten S- Protein/Vitro - 
65 nektin ein weiteres noch unbekanntes Protein, Zytolyse-lnhibitor, vorkommt Dieses Protein wurde durch einen 
monoklonalen Antikorper identifiziert, der wider Erwarten nicht das S-Protein erkannte. Es stellte sich heraus, 
daB ZLI kein Bestandteil des membran-gebundenen, lytischen Komplementkomplexes ist. 

Durch Affinitaschromatographie mit Hilfe des monoklonalen Antikorper ZLI-9 gelang es, die korrespondie- 

2 



DE 39 33 850 Al 



rende ftomponente aus menschiichem Plasma in funktioneil aktiver Form zu isolieren und anzusequenzieren. 
Gcrcinigtes ZLI hat ein Molekulargewicht von 70 kDa unter nichtreduzierenden Bedingungen und ein Moleku- 
largewicht von 35 kDa unter reduzierenden Bedingungen in dcr Natrium-Dodecylsulfat-Gelelektrophorese. Ein 
Vergleich mit alien bisher bekannten Proteinsequenzen, die in der Literatur veroffentlicht worden sind, ergab, 
daB die komplette Proteinstruktur des ZLI und die entsprechende Nukleotidbasensequenz bisher nicht ermittelt 
worden sind. 

Aufgrund der immunologischen und molekularbiologischen Identifizierung des Glykoproteins ZLI konnte 
eine neue Komponente aus menschiichem Plasma mit Hilfe monoklonaler Antikorper in ausreichenden Mengen 
isoliert und gereinigt und auf seine inhibitorische Wirkung untersucht Die isolierte Blutplasmakomponente 
wirkt einer unerwOnschten Zellzerstorung entgegen. Sie neutralisiert in konzentrationsabhangiger Weise das 
zytolytische Potential der sich bildenden C5b-7 Komplexe in der extrazellularen Flussigkeit und im Plasma. Die 
Empfindlichkeit korpereigener Zellen gegeniiber Komplcmcnt- und Perforin- Lyse wird verringert und die 
Schwelle fur Zellschadigung erhoht. Das Glykoprotein ZLI kommt auch in der menschlichen Samenflussigkeit 
vor. 

Unter Verwendung gentechnologischer Methoden und basierend auf der erstellten partiellen Aminosaurese- 
quenz, die mit einer bereits publizierten partiellen Sequenz ubereinstimmte, konnte die komplette cDNA-Se- 
quenz des ZLI aus einer Leber-spezifischen Genbank isoliert und analysiert worden. Der Klon ZLI-1 ist 1651 
Basenpaare lang und weist einen offenen Leserahmcn bcginnend mit der 199. Nukleotidbase auf. Die von der 
Nukleotidbasensequenz abgeleitete Aminosauresequenz hat 448 Aminosaurereste. Die ersten 21 Aminosauren 
bilden ein typisches hydrophobes Stgnalpeptid, das bei der Translokation in das rauhe endoplasmatische Retiku- 
lum entfernt wird. Das reife sezernierte Protein beginnt dahcr mit der Sequenz D-Q-T- V-S-D-N-E (die Asparag- 
insaure, D, tragt die Nummer 1). Die zweikettige Form des ZLI riihrt daher, daB noch vor der Sekretion des ZLI 
in das humane Plasma durch eine noch unbekannte zellulare Protease die Peptidbindung zwischen dem Arginin- 
205 und dem Serin-206 hydrolysiert wird. 

Durch die sog. Southern-Blot-Analyse wurde gezeigt, daB ZLI nur durch ein einziges Gen im Genom des 
Menschen und in der Ratte reprasentiert wird. Die Existenz sehr ahnlicher oder hochhomologer Gene, d. h. das 
Vorhandensein einer Genfamilie, wurde dadurch mit groBer Wahrschcinlichkeit ausgeschlossen. Dieses Ergeb- 
nis ist besonders wichtig im Hinblick darauf, daB mit Hilfe des monoklonalen Antikorpers ZLI -9 der Zytolyse-In- 
hibitor auch in der Samenflussigkeit eindeutig identifiziert werden konnte. 

Sowohl das Molekulargewicht als auch die Reaktivitat mit dem monoklonalen Antikorper ZLI-9 lasscn den 
emdeutigen SchluB zu, daB es sich bei dem Protein in der menschlichen Samenflussigkeit urn das gleiche 
Genprodukt handelt 

Die mit Hilfe des monoklonalen Antikorpers ZLI-9 isolierte Blutplasmakomponente ist durch ihre speziellen 
biochemischen Eigenschaften in der Lage, die Membran-bindende und Membran-inserierende Aktivitat der 
naszenten Komplement-Komplexe und des monomeren Perforins zu neutralisieren. Die biologische Aktivitat 
der gereinigten Blutplasmakomponente konnte durch die Polypeptidkette, den damit assoztieru.. Kohlenhy- 
dratanteil oder durch ZLl-assoziierte Lipidanteile vermittelt werden. 

Die anti-zytolytische Aktivitat des ZLI wurde durch in vitro-Experimente mit Schafserythrozyten nachgewie- 
sen. Mil steigenden ZLI-Konzentrationen wurde die Effizienz der Erythrozy ten lyse erschwert. Die wirksamen 
ZLI-Konzentrationen bewegen sich in einem Bereich, der in der Nahe oder etwas unterhalb des naturlichen 
Plasmaspiegels liegt Die Erhohung der ZLI-Plasmaspiegel durch externe Zufuhr stellt ein therapeutisches 
Prinzip dar, urn erhohte systemische Komplementaktivitat im Korper zu kompensieren. 

Durch die Isolierung und Charakterisierung von ZLI ist man in der Lage, Plasmaspiegel des Zytolyse-Inhibi- 
tors durch pharmazeutische oder biologische Wirkstoffe, die die Genexpression des Zytolyse-Inhibitors in der 
Leber oder in anderen Geweben, z. B. den Sertoli-Zellen. verandern. zu steuern. Damit ist auch die Entwicklung 
von immunologischen Methoden zur Bestimmung der ZLI-Konzentrationen in menschlichen Korperflussigkei- 
ten moglich. 

Die Erfindung beinhaltet auQerdem die systemische oder lokale Verabreichung des ZLI zur Behandlung 
Gewebe-zerstorcnder Krankheitsvorgange, die durch Komplement und ICillerzellen bedingt sind, und die lokale 
oder systemische Verabreichung von ZLI zur Detoxifikation von membranaktivc. ?cptiden und zytolyiischen 
Proteinen, die von Krankheitserregern, z. B. von Bakterien (u. a. Staphylokokkus aureus, Escherichia'coli), Pilzen 
oder Insekten (z. B. im Gift von Honigbienen, Wespen. Hornissen, Hummeln enthalten) abgegeben werden. 

Beispiele 

Beispiel t 

Isolierung des Zytolysis-Inhibitor(ZLI)-Gens 

a) Entwerfen einer Sonde und Herstellung von synthetischen Oligonukleotiden 

Von der partiellen Aminosauresequenz der beiden FCetten des ZLI werden uber den genetischcn Code 
Nukleotidsauresequenzen abgeleitet und die entsprechenden Oligonukleotide als Hybridisierungssonden ^yn- 
thetisierL Da der genetische Code degeneriert ist, d. h. zumeist mehrere Codons fur dieselbe Aminosaure 
kodieren konnen, werden zwei lange Oligonukleotide synthetisiert und gemaB den Regeln von Lathe, J. MoL 
Biol. J 83, 1—12, 1985. nur diejcnigen Codons ausgewahlt, die aufgrund statistischer Erfahrungswerte mit groBter 
Wahrscheinhchkeit in menschlichen Genen fur die jeweiligen Aminosauren anzutreffen sind. Fur die Sonde 1 
wird die Partialsequenz DNELQEMSNQG, fur die Sonde 2 die Partialsequenz PYEPLN FH AM FQPFLEM 
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ausgewahlt. Diese Proteinsequenzen werden nach Beispiel 2) bzw. nach Murphy et aL J. Clin. Invest. 81. 
18 589-1864, 1988, bestimmt Die resultierenden synthetischen Hybridisierungssonden haben die folgenden 
Nukleotidbasensequenzen fur Sonde 1 : 5'-GAC A AT GAG CTG CAG GAG ATG TCC A AC CAG GG-3'; fur 
Sonde 2: 5'-CCC TAT GAG CCC CTG AAC TTC CAC GCC ATG TTC CAG CCC TTC CTG GAG ATG-3'. 
5 Der Vergleich mit der spater ermittelten, korrekten cDNA-Sequenz ergibt, daB beide Sonden nur durch drei 
Nukleotidbasen von der richtigen cDNA-Sequenz abweichen und die Sonde 1, ein 32-OIigomer, fOr die Amei- 
sensaure 6 bis 15 der a-Kette und die Sonde 2, ein 51 -Oligomer, fur die Aminosauren 7 bis 23 auf der b-Kette 
kodiert 

io b) Terminate Markierung der Oligomer-Sonden 

Die Sonden werden am 5'-Terminus unter Verwendung von [Gamma- 32 P]dATP (Amersham) und T4-Polynu« 
kleotidkinase (Pharmacia-LKB, Schweden) radioaktiv markiert. Die 20 u.1 Reaktionslosung enthalt 70 mM Tris- 
Hydrochlorid, pH 7.6, 10 mM MgCl 2 und 5 mM DTT, 3 pMol des jeweiligen Oligomers, 9 pMol [Gamma- 
is 32 P]dATP und 6 Einheiten T4-DNA-Polynukleotidkinase und wird bei 37° C fur 30 Min. inkubiert. Das freie nicht 
verwertete [Gamma- 32 P]dATP wird durch Gelfiitration (NAP 25, Pharmacia-LICB, Schweden) von den Oligonu- 
kieotiden abgetrennt 

c) Screenen einer cDNA-Bibliothek der Leber 

20 

Die sogenannte Kolonie-Hybridisierung fur Bakterienklone wird unter Verwendung groBer Koloniedichten 
durchgefuhrt Ungefahr 200 000 Bakterien einer Leber-spezifischen cDNA-Bibliothek (Haefliger, J.-A.. Jenne, D., 
Stanley, IC K. and Tschopp, J., Biochem. Biophys. Res. Commun. 149, 750—754, 1987) werden auf 20 Ampicillin- 
haltigen (50 u.g/ml) Agarplatten der GroBe 22 cm x 22 cm ausgestrichen. Als Agar- Medium wird 10 g/1 Bacto- 

25 Trypton, 5 g/I NaCI, und 1,6% (G/V) BactoAgar verwendet. Nachdem die Bakterien 20 Stunden lang uber Nacht 
bei 37°C kultiviert worden sind, werden die etwa 1 mm groBen rundlichen Kolonien durch einfaches Abklat- 
schen von den Agarplatten auf Nitrocellulose-Filter (Schleicher und Schull) ubertragen. Auf den ursprungiichen 
Agarboden werden die Bakterienkolonien fur 7 Stunden weiterkultiviert und so ein vermehrungsfahiges Repli- 
kat fur jede Kolonie auf den Nitrocellulosefiltern angelegt. Die Bakterien-Kolonnen auf den Nitrocellulosefil- 

30 tern werden durch Natrium-Dodecylsulfat und Natronlauge solubilisiert Wahrend der Inkubation der Nitrocel- 
lulosefilter in alkalischer Ldsung wird die bakterielle DNA freigesetzt, denaturiert und als einstrangige DNA an 
die Filtermembran gebunden. Nach einigen Waschvorgangen mit neutralen Puffern wird die DNA durch 
Erhitzen an die Nitrocellulose fest fixiert (Da vies, L.G., Dinner, M. D. and Battey, J. F„ Basic Methods in 
Molecular Biology, Elsevier, New York, 1986). Urn die unspezifische Bindung der Sonde an die Nitrocellulose zu 

35 unterbinden, werden die Filter vier Stunden lang bei 50° C vorhybrisierL Die Ldsung besteht aus 6xSSC 
(1 x SSC enthalt 0,15 M NaCI, 0,015 M NatriumcitratX 5 x Denhardtsche Losung (gemaB Maniatis, T. et al. in 
Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory, New York, 1982). 0,t% Natriumdodecylsulfat, 10 mM 
EDTA und 50 ng/ml beschalhe und durch f Onf miniitiges Kochen denaturierte Lachsspermien-DNA ( — Hybridis- 
ierungslosung). Die Hybridisierung mit der 51 er Oligomer-Sonde erfolgt bei 50° C in frischer Hybridisierungslo- 

40 sung Ober vier Stunden. Die Konzentration der radioaktiven Sonde in der Hybridisierungslosung betragt 
5 x 10 4 cpm/ml. Die Nitrocellulosefilter werden bei 45°C in 1 x SSC und 0,1% SDS (Gewicht/Volumen) 60 Min. 
lang gewaschen und uber Nacht einem Rontgenfilm bei — 70° C ausgesetzt Am nachsten Tag wird die 51 er 
Sonde durch lOminutiges Kochen in einer 10 mM EDTA und l%igen waBrigen Glycerol-Losung entfernt. Die 
Filter werden einem zweiten Screening-Verfahren mit der 32er Sonde unterworfen. Nur an drei Stellen auf den 

45 20 Filtern wird ein starkes eindeutiges Signal mit beiden Sonden beobachtet. Bakterienklone von diese Stellen 
werden durch Ausstreichen und erneute ICultivierung auf kleinen Agarplatten ein zweites Mai untersucht. Dabei 
wird die Bakteriendichte soweit herabgesetzt, daB die Kolonien einzeln stehen und nicht mit Nachbarkolonien 
vermischt sind. Die Analyse von jeweils 30 Kolonien aus den drei positiven Regionen ergibt schlieBlich 3 
unabhangige Bakterienklone, die mit beiden Sonden reagieren. 

50 • 

d) Charakterisierung und Isolierung dercDNA des KJons ZLI- 1 

Das rekombinante Plasmiddes KJon ZLI-1 wird nach einer Routine-Methode isoiiert und durch Restriktions- 
senzyme analysiert (L G. Davies et al, Basic Methods in Molecular Biology, Elsevier. New York, 1 986). Die DNA 
55 wird mit den Restriktionsenzymen Bam HI und Kpn I gespalten. Die erhaltenen DN A-Fragmente werden durch 
Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und die GroBe der DNA-Insertion im pGEM4 Vektor bestimmt Die 
Lange der cDNA belauft sich auf 1,7 kb; es sind keine internen Bam HI und Kpn I Schnittstellen vorhanden 
(Abb. 1). Ungefahr 20 u.g der cDNA werden durch Agarose-Gelelektrophorese vom pGEM4 Vektor-Plasmid 
getrennt und fur die DN A-Sequenz-Bcstimmung gereinigt 

60 

e) cDNA-Basensequenzbestimmung 

Die cDNA des Klons ZLI-1 wird nach Selbstligation durch Beschallung im Ultraschallwasserbad in zufallsma- 
Big verteilte Subfragmente zerlegt und durch Elektrophorese in l,3%iger NA- Agarose (Pharmacia) der GroBe * 
65 nach fraktioniert Diejenigen Fragmente, die in den Molekulargewichtsbereich von 300 bis 600 bp fallen. werden 
isoiiert und die Enden mit Hilfe der T4 DNA- Polymerase repariert, so daB glatte Enden entstehen. Die auf diese 
Weise hcrgestellten cDNA-Stucke werden in die Sma 1 Restriktionsschnittstelle des M13mp8 Vektars unter 
Verwendung von T4 DNA Ligase eingefugt Die einzelstrangigen Phagen des M13 Vektors werden nach ~ 
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Standardmethoden prapariert (L. G. Davies el al., Basic Methods in Molecular Biology, Elsevier, New York, 
1986) und die Nukleotidsequenz von etwa 50 Subfragmenten mit Hilfe des Sequenase-Kits (United States 
Biochemical Corporation) bestimmt. Die Nukieotidbasensequenz der ZLI-i cDNA wire auf beiden Strangen 
mindestens einma) bestimmt Die sich uberlappenden Teilsequenzen werden mit Hilfe eines Mikrocomputers 
verglichen und zur Gesamtsequenz zusammengeftigt (Abb. 2). 5 

0 Southern- Analyse des Genoms der Ratte und des Menschen 

5 u.g Gesamt-DNA des Menschen und der Ratte (Genofit, Genf) werden mit Hilfe der Restriktionenzyme Bam 
HI, Bgl II, Hco RI und Hind III in Fragmente zerlegt und danach in 0,8% Agarose elektrophoretisch aufgetrennt. jo 
Nach Oberfuhrung auf eine Nylon-Membran durch die Vakuum-Blot-Methode (Pharmacia-LKB) wird die 
Filtermembran mit Hilfe radioaktiv-markierter einzelstrangiger cDNA des ZLM Klons analysiert. Die cDNA 
Sonde hybridisiert mit ein bis hochstens drei Fragmenten im Genom der Ratte und des Menschen je nachdem, 
welches der funf Restriktionsenzyme verwendet wird (Abb. 3). Die Tatsache, daB man sowohl bei der Ratte (Eco 
RI) als auch beim Menschen (Bam HI) die komplette cDNA-Sequenz des ZLI auf einem einzigen Restriktions- 15 
fragment lokalisieren kann, beweist, daB es nur ein einziges Gen fiir die Biosynthese des Zytolyse-lnhibitors bei 
der Ratte und beim Menschen gibt. 

Beispiel 2 

. . 20 

Reimgung, biochemische Charakterisierung und Identifizierung von ZLI mit Hilfe monoklonaler Antikorper 

a) Isolierung des ZLI- und S-Proteins aus Komplement-aktiviertem Serum 

Der alternative Weg der Komplement-Kaskade wird in 1 I humanen Serum durch Zugabe von Inulin (10 mg/ 25 
ml. Merck) aktiviert. Der entstandene Idsliche terminale Komplement-Komplex, der sog. "SC5b-9-Komplex", 
wird nach Bhakdi und Roth (J. Immunol., 127, 576-582, 1981) isoliert Im Falle der Abwesenheit von Zielzell- 
Membranen bei der Komplementaktivierung, entstcht dieser [Complex durch die Zusammenlagerung der Kom- 
plement-Proteine C5b, C6, C7, C8, C9, S-Protein und ZLI. In Anwesenheit von anionischen Detergenzien 
dissoziieren S-Protein und ZLI vom Komplex ab. Zu einer Losung von 0,6 mg bis 1,2 mg/ml SC5b-9 Komplex 30 
wird 250 mM Deoxycholat (DOC) in fester Form dazugegeben. Diese Losung wird in Anwesenheit von 2 mM 
PMSF bei 37°C eine Stunde inkubiert Je 4 ml wurden auf einen linearen Sucrosegradienten (40 ml totales 
Volumen, 10 Gew.-% bis 40 Gew.-% Sucrose in 6.25 mM DOC. 10 mM Tris- Hydrochloride pH 8,1, 50 mM NaCI 
und 7,5 mM NaN 3 ) geladen und 3 Stunden bei 4°C und 250 000 g in einem Beckman Vertikalrotor (Typ VTi-50) 
zentrifugiert. 2 ml Fraktionen werden vom Boden des Zentrifugenrohrchens gesammelt. Die Fraktionen, welche 35 
S-Protein und ZL! enthalten, werden gepoolt und ca. 5fach konzentriert (Amicon PM10 Membranen). Die 
Proteine werden dann mit Hilfe einer Gelfiltrationssaule (Sephacryl S-300, 1 cm x 60 cm Saule, Pharmacia) 
aufgetrennt. Der Aquilibrierungsspuffer ist 10 mM Tris-Hydrochlorid, 50 mM NaCI, pH 8.1. ZLI und S-Protein 
eluieren in einem Peak. Die Fraktionen werden konzentriert (Proteinkonzentration zwischen 0,4 mg/ml und 
0,6 mg/ml) und bei — 20° C aufbewahrt. 40 

b) Herstellung monoklonaler Antikorper 

500 ul des Gemisches aus S-Protein und ZLI werden in weibliche Balb/c Mause in kompiettem Freundschen 
Adjuvanz (1:1; V0I./V0J.) subkutan eingespritzt Nach 5 Wochen wird die Injektion von 500 u.1 des Antigens. 45 
diesmal in unvollstandigem Freundschen Adjuvanz, wiederholt. Nach weiteren 5 Wochen werden 500 u.1 Antigen 
ohne Adjuvanz intraperitoneal verabreicht und die Mause dann nach 3— 4 Tagen getotet. 

Myelom-Zellen werden in RPMI 1640 Medium kultiviert, welches zusatzlich 10% inaktiviertes fotales Kalber- 
serum, 1% Glutamin, 5000 U/ml Penicillin, 5 M-g/ml Streptomycin und 0,02 mM 2-Mercaptoathanoi cnthalt 
(Myelom-Medium). Die Myelom-Zellen werden bei 37°C in 12 Petrischalen von 9 cm Durchmesser solange 50 
kultiviert, bis sie anfangen, konfluent zu werden. Die Myelom-Zellen und die Zellen aer Milz einer immunisierten 
Maus werden in Serum-freiem Medium miteinander gemischt und bei 1200 Umdrehungen pro Minute pelletiert. 
Das Zell-Sediment wird in 2 ml der Fusionslosung (50% PEG 4000 in RPMI 1640) vorsichtig resuspendiert und 2 
Min. lang bei 37°C langsam mit einer Pipette gemischt Die Fusionslosung wird dann mit 20 ml RPMI 1640 
verdunnt. Danach werden die Zellen sedimentiert und in 20 ml frischem Myelom-Medium auf 4 Mikrotiterplat- 55 
ten (96 Kammern) verteilt Die Kulturkammern enthalten Macrophages welche durch SpOlung der Peritoneal- 
hohle von 2 Mausen gewonnen werden. An iedem darauffolgenden zweiten Tag wird das Myelom-Medium, das 
zwecks Sclektion dann zusatzlich 0.1 x 1C~ 5 mM Hypoxanthtn, 4 x !0 -4 mM Aminopterin und 1,6 x 10" 2 mM 
Thymidin ( = HAT-Medium) enthalt, gewechselt Hybridoma-Kulturuberstande werden mit Hilfe eines ELISA- 
Testes auf ZLI- und S-Protein-spezifische monoklonale Antikdrper hin untersucht Positive Hybridoma-Zellen 6 0 
werden 3 x kloniert und anschlieBend in Balb/c Mause, die mit 500 ml Pristan vorbehandelt worden sind, 
eingespritzL Aszites-Hussigkeit wird 2-3 Wochen spater aus der Bauchhohle abpunktiert (Jenne, D, Hugo, R 
und Bhakdi. S. Biosci. Rep. 5. 343 -352, 1985). Der monoklonale Antikorper, ZLI-9. ist n.cht gegen das S-Protein 
genchtet und wird zur Affinitatsreinigung von ZLI benutzt (Bhakdi. S„ Jenne, D., Hugo, F„ J. Immunol. Meth. 80, 
25-32, 1985). Durch Immunisierung mit gereinigtem ZLI werden weitere Immunglobulin-sezernierende Hybri- 6 5 
doma-Linien etabliert Die Hybridoma-Linie mit der Bezeichnung ZLI-9 wurde bei der European (Collection of 
Animal Cell Cultures. Salisbury, SP4 OJG. GroBbritannien unter der "provisional accession number 89 052 602", 
hinterlegL Die von ZLI-9 sezernierten monoklonalen Antikorper reagieren mit reduziertem und nichtreduzier- 



5 



DE 39 33 850 Al 



tem ZLI im Western Blot analog wie in Beispiel 2, e). 

c) Affinitatsreinigung von ZLI 

5 Der monoklonale Antikorper ZLI-9 wird aus 1 ml Aszites-Flussigkeit gereinigt. Dazu wird die Aszites-Flussig- 
keit uber eine 2 ml Protein- A Sepharose-Saule gegeben, welche in 10 inM Tris-Hydrochlorid, pH 7,4, 150 mM 
NaCl (nachfolgend TBS genannt) aquilibriert ist Die Antikdrper werden mit 10 ml 0,2 M Glycin, pH 2,8, 0,5 M 
NaCI eluiert 4 mg des gereinigten Antikorpers werden anschlieOend an 1,5 ml Bromcyan-aktivierte Sepharose 
gekoppelt (gemaB der Vorschrift des Herstellers Pharmacia). Fur eine zweite Saule werden 20 mg humanes 

io Immunglobulin (Sandoglobin, Rotes Kreuz, Bern) an 4 ml Bromcyan-aktivierte Sepharose gekoppelt 20 ml 
frisches humanes EDTA Plasma (10 mM EDTA), werden mit 10 ml TBS verdunnt und zuerst auf die humane 
IgG-Affinitatssaule aufgetragen (aquilibriert in TBS). Die nicht absorbierten Proteine werden danach uber die 
anti-ZLI AffinitatssSule geschickt. Diese Saule wird mit 10 ml TBS-Puffer, dem 1,5 M NaCI zugemischt worden 
sind, gewaschen. Reines ZLI wird mit 10 ml 02 M Giycin-Puffer, 0,5 M NaCI, pH 2,8 eluiert. Ungefahr 0,5 mg ZLI 

15 konnen so in einem Puffervolumen von 5 ml gewonnen werden. Gereinigtes ZLI wird gegen TBS dialysiert (16 
Stunden) und entweder bei 4°C fOreinigeTage gelagert oder in kleinen Portionen (100 |xl) tiefgefroren( — 20° C). 

d) Aminosaure-Sequenz von ZLI 

20 10 u.g des gereinigten ZLI werden gegen 10 mM Ammoniumacetat, pH 8,0, dialysiert und auf eine Polybren- 
behandelte Glasfibermembran aufgetropft Die einzelnen Aminosauren werden nach der Methode von Edman 
schrittweise abgebaut und mit Hilfe einer HPLC-Anlage analysiert (Applied Biosystems). 

e) Nachweis von ZLI im Plasma und in der Samenfliissigkeit 

25 

Die sogenannte "Western Blot"- Analyse eignet sich besonders gut zur Identifizierung von ZLI. Dabei werden 
1 u.1 der 1 : 10 verdiinnten Samenfliissigkeit oder 10 fxl einer 1 : 10 verdtinnten Serumldsung durch SDS-Poly- 
acrylamidgel-EIektrophorese(Laemmli, Nature 227,680—685. 1970) nach Molekulargewichten aufgetrennt Die 
Proteine werden anschlieOend elektrophoretisch auf Nitrocellulosemembranen (Schleicher &. Schull. 

30 15 cm x 10 cm) transferiert (Towbin, H., Staehelin, T. und Gordon, J M Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76, 4350-4355, 
1979). Der Elektrophoresepuffer besteht aus 25 mM Tris-Hydrochlorid, 192 mM Glycin und 20 VoL-% Metha- 
nol. Die Proteine werden 3 Stunden bei 60 V und 220 mA transferiert Die Nitrocellulosemembranen werden in 
Sattigungspuffer (1% Gelatine (Merck), 0,1% Rinder-Albumin (Bohringer), 20 mM Tris-Hydrochlorid, pH 8,4, 
150 mM NaCI, 5 mM EDTA und 0,02% Natriumazid) eine Stunde lang inkubiert, dreimal mit TBS gewaschen 

35 und uber Nachi mit Aszites-Flussigkeit des monoklonalen Antikdrpers ZLI-9 (1:1 000 verdunnt) in Inkubations- 
puffer ( = Sattigungspuffer ohne Rinder-Albumin) inkubiert. Nach 3maligem Waschen in TBS (jeweils 5 Minu- 
ten) wird entweder ein Protein A- Peroxidase -Konjugat (t : 1 000 verdunnt, Sigma) oder ein Anti-Maus-IgG-Per- 
oxidase-Konjugat (1 : 1000 verdunnt, Dakopatis) dazugegeben. Die Nitrocellulosemembranen werden zwei 
weitere Stunden inkubiert. Die Peroxidase- Aktivit&t bestimmt man mit 4-Chlor-l-naphthol (Merck 0,075%) in 

40 Gegenwart von 0.01 % (Vol./ Vol.) H2O2 in einem Puffergemisch, welches aus 20 Vol -% Methanol und 80 Vol. % 
10 mM waBriger Tris-HCl, pH 63 besteht ZLI laBt sich deutlich als eine Bande im Molekulargewichtsbereich 
von 70 000 Dahon nachweisen. Der Antikdrper ZLI-9 reagiert mit nichtreduziertem humanem ZLI, nicht jedoch 
mit reduziertcm ZLI oder mit ZLI von anderen Tierspecies. 

45 Beispiel 3 

Biologische Aktivitat von ZLI 

a) Hemmungdcr Komplement-vermittelten Lyse durch ZLI 

50 

Im folgenden werden die funktionellen, hemmenden Eigenschaften der naturlichen ZLI-Plasmakomponente, 
so wie sie nach Beispiel 2c aus Plasma gereinigt wurde, im Komplement-Lysetest untersucht Fur den Lysetest 
werden Schafserythrozyten (Biomerieux, I x 10 9 Zellen pro ml) verwendet Die IComplementproteine C5b-6 
(Podack, E. R. and Muller-Eberhard, H.-J, J. Immunol. 124, 332-336, 1980), C7 (Podack, E. Kolb, W. P„Esser, 

55 A. F. and Muller-Eberhard, H. J„ J. Immunol. 123, 1071-1077. 1979), C8 (Kolb, W. P. and Muller-Eberhard, H. J„ J. 
Exp. Med. 143, 1 1 31 — 1 1 39, 1976) und C9 (Podack, E. R, Tschopp, J. and Muller-Eberhard, H. J, J. Exp. Med. 156, 
268—282) werden nach Standard me thoden gereinigt. 1 ug C5b-6, das in Abwesenheit von ZLI unter den 
nachfolgend genannten Bedingungen ca. 80% der Erythrozyten lysiert, werden mit 30 u.1 Schafserythrozyten in 
10 mM Veronal Puffer, pH 7,4, 142 mM NaCI, 0,1% Gelatine und 10 mM EDTA (abgektirzt GVBE) vennischt 

60 und 20 Minuten lang bei 25° C inkubiert. AnschlieBend werden C7 (1 u.g/ml Endkonzentration), C8 (u\2pg/rnl 
Endkonzentration) und C9 (1 ^g/ml Endkonzentration), C8 (0^ jxg/ml Endkonzentration) und C9 (1 ^g/IlJ End- 
konzentration) sowie ZLI in verschiedenen Konzentrationen im Bereich von 0^5 fig/ml bis 50 |ig/ml in einem 
Volumen von insgesamt 30 ul dazugegeben. Vor der Zugabe sind die vier Proteine 5 Minuten lang bei Raumtem- 
peratur vorinkubiert worden. Nach einer Inkubation von 30 Minuten bei 37° C werden die intakten Erythrozyten 

65 abzentrifugiert (1500 rpm, 2 Minuten) und die Menge des in den Oberstand freigesetzten Hamoglobns bei 
412 nm Wellenlange im Spektrophotometer bestimmt. 
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b) Hemmung der Perforin-vermittelten Lyse durch ZLI 

Perforin wird nach der Methode von Masson, D. und Tschopp, J., J. Biol. Chern. 260, 9069-9072, 1985, 
gereinigt. 30 ul Schafserythrozyten (1 x 10* Zellen/ml) werden zuerst mil 30 u.1 ZLI (verschiedene IConzentratio- 
nen) 10 Minutcn lang bei Raumtemperatur vorinkubiert. Perforin, welches in GVBE soweit verdiinnt wird, daB 5 
bei dem Test 80% der Erythrozyten lysieren, wird in 30 ul Puffervolumen dazugemischt. Nach 30miniitiger 
Inkubation bei 37°C wird das AusmaB der Erythrozyten- Lyse, wie oben beim Komplement-Lysetest beschrie- 
ben, ermittelt. 

c) Hemmung der Staphylokokken a-Hamolysin-vermittelten Lyse durch ZLI 10 

Staphylococcus aureus zahlt zu den haufigsten bakteriellen JCrankheitserregern beim Menschen. Das von fast 
alien menschenpathogenen Staphylococcus aureus-Stammen gebildete a-Hamolysin wird heute als ein wichti- 
ger Pathogenitatsfaktor angesehen. S. aureus sezeniert das a-Hamolysin als ein wasserlosliches monomeres 
Protein mit einem Molekulargewicht von 34 000. Auf der Piasmamembran von eukaryontischen Zielzellen 15 
lagern sich jeweils 6 Toxinmonomere zu einem hydrophilen, transmembranalen ICanai mit einem Durchmesser 
von 1 — 2 mm zusammen. Dadurch kommt es zu einer Storung des ionischen Milieus im Inneren der Zelle. zu 
einem raschen Einstrom von Kalzium aus dem Extrazellularraum und im Extremfall zu einer kolloidosmotisch- 
bedingten Lyse der Zielzelle. In sublytischen IConzentrationen kann die Arachidonsaurekaskade mit Freisetzung 
von hochaktiven Prostaglandinen und Leukotrienen in Endothelzellen aktiviert werden. Menschliche Blutplatt- 20 
chen sind besonders empfindlich gegenuber subzytolytischen Dosen von Staphylokokken-a-Hamolysin. Durch 
die Toxinwirkung auf Plattchen kommt es zur Plattchenaggregation und Reduktion der Gerinnungszeit im 
Plattchen-reichen Plasma (Bhakdi et ah. J. Exp. Med, 1 68, 527 - 542, 1 988). 

Bisher geht man davon aus, daB spezifische neutralisierende Antikorper im Blutplasma und p-Lipoproteine 
(Plasma-LDL) die einzigen Faktoren darstellen, die Staphylokokken-a-Hamolysin-Molekule inaktivieren kon- 25 
nen. 

Zum Nachweis der biologischen Aktivitaten von ZLI gegenuber dem Staphylokokken-ot-HamoIysin werden 
frisch gewaschene ICaninchen- Erythrozyten in dem nachfolgend beschriebenen Testsystem verwendet. Staphy- 
lokokken-a-Hamolysin (Staphylolysin-Reagenz, 5 Einheiten pro Flasche. Behringwerke, Marburg) wird in GVB- 
Puffer (GVBE-Puffer ohne EDTA, siehe oben) verdiinnt und bei 37°C eine halbe Stunde lang vorinkubiert 30 
Danach werden zu 200 u. I dieser Losung 50 u,l einer ICaninchen-Erythrozyten-Suspension (10 8 /ml) hinzuge- 
mischt. Nach einer halbstundigen Inkubation bei 37° C werden die Proben abzentrifugiert (2 min bei 12 000 g) 
und das freigesetzte Hamoglobin im Oberstand bei 412 nm spektrophotometrisch gemessen. Totale Hamolyse 
wird nach Zugabe von Sodiumdodecylsulfat (Endkonzentration, 0,2 Gew.-%) gemessen. Eine 1 : 400 Verdun- 
nung einer Arbeitsldsung mit 0,04 Einheiten/ml ergibt eine 71 %ige Hamolyse. Diese Toxin- Verdtinnung (100 u 35 
Einhei ten/ml) wird mit verschiedenen ZLI -IConzentrationen eine halbe Stunde lang bei 37° C vorinkubiert, 
danach 50 ul der ICaninchen- Erythrozytensuspension hinzugefugt und nach weiteren 30 min bei 37° C die Hamo- 
lyse wie oben in den verschiedenen Ansatzen gemessen. Abb. 8 zeigt die MeBergebnisse dieser Versuche. Bereits 
unterhalb physiologischer IConzentration (Normalbereich: 50—100 ^ig/ml), bei ungefahr 15 u.g ZLI/ml wird die 
Aktivttat des Staphylokokken-a-Hamolysins fast vollstandig unterdruckt. 40 

Abb. 1 zeigt ein Schema des rekombinanten pGEM4/ZLl-l Plasmids, das die vollstandige kodierende Sequenz 
fur den Zytolyse-Inhibitor enthalt, und einige wichtige Restriktionsschnitistellen. Das Plasmid besitzt ein Ampi- 
cillin-Rcsistenz-Gen, das fur das Enzym Beta-Lactamase kodiert, und den Sp6 bzw. T7 Promotor in unmittelba- 
rer Nahe zur KJonierungsschnittstelle Bam HI im Polylinker. Die beiden Enden der cDNA-Insertion sind mit den 
Adaptor-Oligomeren A und B gemaB Haymerle, H^ Herz, J, Bressan, G. M. t Frank, R. and Stanley, K.. K M Nucleic as 
Acids Res. 154, 8615-8624, 1986. versehen. Dieses Plasmid wurde in E.coli K\2 am 28. 3. 1989 bei der DSM unter 
der DSM-Nr. 5269 hinterlegt. 

Abb. 2 zeigt die Nukleotidbasen-Sequenz vom Klon ZLI-1 und die davon abgeleitete Aminosauresequenz in 
der Zeile darunter. Die amino-terminalen Sequenzcn unterstrichen. Am linken Bildrand ist die Nummerierung 
der Nukleotidbasen, am rechten Bildrad die der Aminosauren angegeben. 50 

Abb. 3 zeigt die Ergebnisse der Southern- Analyse; am linken Bildrand ist die Position der Molekulargewicht- 
marker in KJIobasen angegeben. 

Abb. 4 zeigt das gereingte ZLI nach Auftrennung durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter nichtre- 
duzierenden (links) und reduzierenden Bedingungen (rechts). 

Abb. 5 Western-Blot Nachweis (Streifen 1 bis 3') des ZLI in humanem Plasma (1), im gereinigten SC5b-9 55 
Komplex (2), in Seminalflussigkeit (3 und 3'). Streifen 4 zeigt die Proteine der Seminalflussigkeit nach Anfarbung 
des SDS-Gels mit Commassie Blau. 

Abb. 6 Hemmung der Komplementlyse durch ZLI: ZLI hemmt die Lyse der Erythrozyten durch losliches 
C5b-6, C7, C8 und C9 in konzentrationsabhangiger Weise (untere Kurve), nicht jedoch die Lyse von C5b-7 
Erythrozytenzwischenstufen durch C8 und C9 (obere Kurve). 60 

Abb. 7 Hemmung der Perforin-vermittelten Erythrozyten lyse bei verschiedenen ZLI- IConzentrationen. 

Abb. 8 Hemmung der Staphylokokken-a-Hamolysin-vermittelten Erythrozyten- Lyse durch ZLI. 

Staphylokokken-a-Hamolysin wird mit untcrschiedlichen ZLI-Konzentrationen bei 37° C in GVB-Puffer vo- 
rinkubiert und danach mit einer Kaninchen-Erythrozyten-Suspension in GBV-Puffer vermischt. Subphystologi- 
sche ZLI -IConzentrationen (15 ^ig/ml) unterdriicken die Toxin-bedingte Lyse der Erythrozyten fast vollstandig. 65 
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Patentanspruche 

t. DNA, kodieren fur den EiweiBanteil einer Blutplasmakomponente mit Hemmwirkung auf die durch 
Komplementproteine vermittelte Zielzell-Lyse und auf dasaus Killerzellen isolierte Perforin. 
2. DNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sic der in der nachstehenden Formel wiedergegebe- 
nen Nukleotidbasen-Sequenz 

CTCCCAACCCTCTCTACTCTCCCJUkCCC^TTCTCCTTCCTCCCTrcCACTACTTCCACCCCTCJUiTCCACACCCAGCCCGCCCCJaCTCTCCCACTA 

cccatccacatccattccctgtgaacccctgcctgctcttgcctccggctcttgaaactcaacttcacacccctccaaacactccagaattccacccatc 



ArCAAGACrCTCCTGCTGTTTGTGCGGCTGCTGCTGACCTGGGAGAGrGGGCAGGTCCTGG^^ACCAGACGGTCTCACACAATGACCTCCAGGAAATGT 
CCAATCAGGGAAGTAAGTACGTCAATAACCAAATTCAJUUkTGCTCT^ 

G AC AC 7 C C T C AC C AACCT AG AAG AAGCC AAG AAC AAG AAAG ACC A TG CCCT AAATC AC ACC AGGG AATCAC AC AC AAAGCTCAAGC ACC TCCC ACC AG TG 
TGCAATGAGACCATGATGCCCCTCTCCCAACACTCTAAGCCCTGCCTCAAACACACCTGCATCAACTTCTACCCACCCCTCTttCACAACTCSCTCA'^CC^ 
20 TGGTTCGCCCCCACCTTGAG^ACTTCCTCAACCACACCTCGCCC^^ 

GCAGACGCACATGCTCCATCTCATCCACCACCACTTCAGCCCCCCCTCCACCATCATACA^^ 

25 

ACGAGCCCCTCAACTTCCACCCCATCTTCCACCCCTTXCT^^ 

GCACCCGCCAACAGAATTCATACCACAAGGCCACGATGACCGGACTCTCTCCCCCCACATCCCCCACAACTCCACCCGCTGCCTGCGGATGAAC^ 
rCTGACAAGTCCCCGCACATCTTC^TCTCCACTCTTCCArCAJUTJJUrCCCTCCCA^ 
AGAGCTTCACCACCAAATATAACGACCTCCTAAJUITCirTA^^ 

CTCACTGAC^TGCTCCTCAAGCTCTTTCACTCTGATCrCATCACT^ 

CGGAGAAAGCGCTGCAGGAATACCSCAAAAA^*CACX!CGCACGACTCACATCTC^ATCTTCCTTTTC^ 
ACATGAGCTGCACCCCCCCAGAGAGACCTCTCCACCTCACCAACTAACCACCC 

45 entspricht. 

3. DNA nach einem der Anspriiche I oder 2, dadurch gekennzeichnet, daO sie cinen offenen Leserahmen 
beginnend mit der 199. Nukleotidbase aufweist. 

4. DNA nach einem der Anspriiche 1 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB sich die ersten 21 Aminosauren 
der von der Nukleotidbasensequenz abgeleiteten Aminosauresequenz als hydrophobes Signalpeptid bei der 

50 • Translokation ins endoplasmatische Retikulum abspalten. 

5. DNA, dadurch gekennzeichnet. daB sie ein Allel zu einer der in den vorhergehenden Anspruchen 
beschriebenen DNA darstellL 

6. DNA, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine degenerative Form einer der in den vorhergehenden Anspru- 
chen beschriebenen DNA darstellL 

55 7. DNA nach Anspruchen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB sie in ein Vektorplasmid, das in Eulkaryoten 

replizierbar ist, eingefugt ist 

8. Plasmid pGEM4/ZLM (hinterlegt in E. coli unter der DSM-No. 5269). 

9. Wirtsorganismus, dadurch gekennzeichnet, daB er mit einer DNA nach Anspruchen 7 oder 8 transfor- 
miert ist. 

eo 10. E coli. dadurch gekennzeichnet, daB es mit dem Plasmid nach Anspruch 8 transformiert ist 

1 1. Verfahren zur Herstellung einer DNA nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB man in eine mit 
Hilfe von Restriktionsendonucleasen geschnittene Vektor-DNA eine mit entsprechenden Enden versehene 
DNA einfugt,die fur ein Polypeptid mit den Eigenschaften des Zytolyse-lnhibitors kodiert 

1 2. Zytolyse- Inhibitor mit den Eigenschaften der Hemmwirkung auf die durch IComplementproteine vermit- 
65 telte Zielzell-Lyse. 

13. Zytolyse-Inhibitor nach Anspruch 12, gekennzeichnet durch die Formel 
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14. Bioaktive, von der naturlichen Sequenz des Zytolyse-lnhibitors abgeleitete Polypeptide. 

15. Pharmazeutisch tolerierbare Salze der Polypeptide nach einem der Anspriiche 12—14. 

16. Monoklonale Antikorper, die spezifisch an Segmente des Zytolyse-lnhibitors und an den isolicrten 
Zytolyse- Inhibitor binden. 

17. Monoklonale Antikorper ZLI-9, dadurch gekennzeichnet, daB er von der Hybridoma-Linie ZLI-9 
(himerlegt bei der ECACC unter der No. 89052602) sezerniert wird. 

18. Verfahren zur Isolierung der naturlichen ZLI-Plasmakomponente aus menschlichem Plasma, dadurch 
gekennzeichnet, daB man humanes Plasma mit Hilfe monoklonaler Antikorper nach einem der Anspruche 
16 und 1 7 einer Affinitatschromatographie unterwirft. 

19. Verwendung der Proteine oder der isolierten Plasmakomponente nach einem der Anspruche 12 oder 1 3 
zur therapeutischen oder prophylaktischen Behandlung des mcnschlichen oder tierischen Korpers. 

20. Verwendung der Proteine oder der isolierten Plasmakomponente nach einem der Anspruche 12 oder 13 
zur Herstetlung pharmazeutischer Praparate. 

21. Verwendung der Proteine oder der isolierten Plasmakomponente nach einem der Anspruche 12 oder 13 
als Mittel zur Behandlung entziindlicher und immunologisch bedingter Kxankheiten und von Krankheitszu- 
standen die durch einen Mangel des ZLI bzw. der naturlichen ZLI-Plasmakomponente gekennzeichnet sind. 

22. Verwendung der Proteine nach einem der Anspruche 12 oder 13 als Mittel zur Behandlung von 
Infertilitat bei angeborenem oder erworbenem Mangel an ZLI. 

23. Verwendung der im Zytolysc-Inhibitor der Sennvalfliissigkeit vorkommenden Kohlenhydrat-Strukturen 
zur Herstellung einer kontrazeptiven Vakzine. 

24. Verwendung von ZLI zur Herstellung von Mitteln zur Behandlung Gewebe-zerstorender Kxankheits- 
vorgange,die durch IComplemente und fCillerzellen bedingt sind. 

25. Verwendung von ZLI zur Herstellung von Mitteln zur Defoxifikation von membranaktiven Peptiden 
und zytolytischen Proteinen. die von Krankheitserregern, Pilzen oder Insekten abgegeben werden. 

26. Verwendung des ZLI-9 Antikorpers zur Entwicklung quantitativer immunologischer Bestimmungsme- 
thoden fur ZLI und ZLl-enthaltende Proteinkomplexe in Kdrperfliissigkeiten insbesondere zur Diagnostik 
von Krankhciten, die durch Anderungen der physiologischen ZLl-Spiegel oder durch das Auftreten von 
ZLI-Reaktionsprodukten gekennzeichnet sind. 
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